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Abstract 



The invention relates to a scanning microscope having a light source 1, a light detector 13 and two 
objectives 7 and 8 which are situated on different sides of the object plane 9 and illuminate an object 
point simultaneously. Means (15) for varying the interference are arranged such that light which has 
passed through one of the objectives 7 is superimposed on the object and/or on the photoelectric 
receiver 1 3 by light which has passed through the objective 8 arranged on the opposite side of the object 
plane 9, this superimposition being such that interference patterns are formed and it is possible to 
influence the interference patterns intentionally. A high resolution is achieved with this arrangement. 
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© Doppelkonfo kales Rastermikroskop. 

© Die Erfindung betrifft ein Rastermikroskop mit 
einer LichtqueJle 1, einem Lichtdetektor 13 und zwei 
Objektiven 7 und 8, die auf verschiedenen Seiten 
der Objektebene 9 liegen und einen Objektpunkt 
gleichzeitig beleuchten. Interferenzveranderungsmit- 
tel (15) sind derart angeordnet, daB Licht, das durch 
eines der Objektive 7 hindurchgegangen ist, mit 



Licht, das durch das auf der gegenUberliegenden 
Seite der Objektebene 9 angeordnete Objektiv 8 
hindurchgegangen ist, am Objekt und/oder am foto- 
elektrischen Empfanger 13 so uberlagert wird, dafl 
sich Interferenzen ausbilden und eine gezielte Beein- 
llussung der Interferenzen mdglich, ist. Mit dieser 
Anordnung wird eine hohe Auflosung erreicht. 
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Die Erfindung betrifft ein Rastermikroskop mit 
mindestens einer Lichtquelle, mindestens einem 
Lichtdetektor und mindestens zwei Objektiven, die 
auf verschiedenen Seiten der Objektebene liegen, 
so angeordnet, daB sie mindestens einen Objekt- 
punkt gleichzeitig beleuchten konnen, wobei sich 
auf verschiedenen Seiten der Objektebene minde- 
stens ein Objektiv befindet. 

Aus der DE-OS 3918412 ist ein Rastermikro- 
skop fOV Durch- und Auflicht bekannt, das, in Licht- 
richtung gesehen, vor und hinter einer Strahlscan- 
ningeinrichtung je einen polarisationsoptischen 
Strahlenteiler besitzt, wobei der hintere Strahlentei- 
ler in den Strahlengang ein- und ausschaltbar ist. 
Dieses bekannte Rastermikroskop ist ein mikrosko- 
pischer Aufbau, der dazu dient, Proben sowohl im 
Durchlicht als auch im Aufiicht betrachten zu kon- 
nen. Es dieni"irn Gegensatz zu dem emridungsge- 
maflen Rastermikroskop nicht zur Verbesserung 
der Auf 16 sung mittels Interferenz. 

Dieses bekannte Rastermikroskop ist nicht 
dazu geeignet, Interferenz im Fokalbereich der Ob- 
jektive herzustellen, da der Polarisationsstrahlteiler 
zu unterschiedlichen PolarisationszustSnden im un- 
teren und oberen Strahlengang fuhrt. Licht unter- 
schiedlicher Polarisation ist nicht interferenzfahig. 

In der bisherigen Mikroskopentwicklung wurde 
besonderen Wert auf die VergroBerung der Apertur 
der Mikroskopobjektive gelegt. Dam it konnte man 
die Auflosung in XY-Richtung erhohen. Bet einer 
Apertur von NA = 0,95 fOr Trockenobjektive 
(Aperturwinkel von 71*) scheint zunSchst eine 
technische Grenze erreicht zu sein. 

Dies gilt nicht fOr die Aufl8sung in Z-Richtung. 
Fur die genaue dreidimensionale Erfassung eines 
Punktes transparenter oder fluoreszierender Objek- 
te ist aber die Auflosung in Z-Richtung genauso 
wichtig wie in XY-Richtung. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundelie- 
gende Aufgabe besteht darin, ein Rastermikroskop 
vorzuschlagen, dessen Auflosung moglichst grofl 
ist. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafi dadurch 
gel6st, da0 bei einem Rastermikroskop der ein- 
gangs genannten Art Interferenzveranderungsmittel 
derart angeordnet sind, daJ3 Licht. das durch eines 
der Objektive hindurchgegangen ist, mit Licht, das 
durch das auf der gegenuberliegenden Seite der 
Objektebene angeordnete Objektiv hindurchgegan- 
gen ist, am Objekt und/oder am Lichtdetektor so 
Qberlagert wird, daB sich Interferenzmuster ausbil- 
den und eine gezielte Beeinflussung der Interfe- 
renzmuster moglich ist. 

Mit den Interferenzveranderungsmitteln ist es 
moglich, das entstehende Interferenzmuster gezielt 
zu beeinflussen, so dafi das Interferenzmuster nicht 
von statistischen Zuf alien oder von der Anordnung 
der Mikroskopteile alleine abhangt. 



Vorteilhafterweise tritt an mindestens einem ab- 
zubildenden Objektpunkt und/oder an mindestens 
einem Lichtdetektor zumindest zeitwetse konstrukti- 
ve Interferenz auf. 

s Vorzugsweise sind zwei Objektive, die auf ver- 

schiedenen Seiten der Objektebene angeordnet 
sind. gegeneinander gerichtet und zur optischen 
Achse und zueinander zentriert. 

Gemafl einer besonders bevorzugten Ausfuh- 

70 rungsform befindet sich in mindestens einer Ebene, 
die zur Objektebene optisch konjugiert ist, minde- 
stens eine Blende. Diese Blende ist Ublicherweise 
eine Lochblende. Eine Blende wird insbesondere 
dann vorgesehen, wenn sich die optisch zur Ob- 

is jektebene konjugierte Ebene vor einem Lichtdetek- 
tor befindet, der das durch die Blende gegangene 
Licht registriert und/oder da0 diese Blende als 
Liehtqueiie dient. 

Gemafi einer weiteren, besonders bevorzugten 

20 AusfUhrungsform, ist das Interferenzveranderungs- 
mittel eine Kompensationsvorrichtung, die am Ob- 
jekt eine Oberlagerung koharenter oder teilkohSren- 
ter WellenzOge ermoglicht, die jeweils durch ver- 
schiedene Objektive ganz oder teilweise getreten 

25 sind. Diese Kompensationsvorrichtung ruft insbe- 
sondere an mindestens einem abzubildenden Ob- 
jektpunkt und/oder an mindestens einem Lichtde- 
tektor zumindest zeitweise konstruktive Interferenz 
der oben genannten Wellenziige hervor. Unter ei- 

30 ner Kompensationsvorrichtung soli eine Vorrichtung 
verstanden werden, die dazu dient, den Gangunter- 
schied zwischen WeilenzOgen, die durch verschie- 
dene Objektive hindurchtreten oder hindurchgetre- 
ten sind, zu verSndern. 

35 Vorzugsweise besitzt mindestens eine Kom- 

pensationsvorrichtung als gangunterschiedveran- 
derndes Element eine zumindest teilweise transpa- 
rente Platte, die unterschiedliche optische Dicken 
aufweist und so bewegt wird, dafl in einer zeitlichen 

40 Abfolge unterschiedliche optisch dicke Teile der 
Platte in den Strahlengang gebracht werden. 

GemSfl einer weiteren besonders bevorzugten 
AusfUhrungsform ist mindestens eine Kompensa- 
tionsvorrichtung eine mechanische Translationsvor- 

45 richtung, die an mindestens einem optisch wirksa- 
men Teil angebracht ist und den optischen weg 
verlangert oder verkurzt. Eine mechanische Trans- 
lationsvorrichtung ist beispielsweise ein piezoelek- 
trisch oder ein elektromechantsch betriebener 

so Translator. Das optisch wirksame Teil kann insbe- 
sondere ein Spiegel, ein Strahl- oder Farbteiler 
oder ein sonstiges Umlenkelement sein. 

In einer anderen AusfOhrungsform bewirken die 
InterferenzverSnderungsmittel vorzugsweise eine 

55 Translationsbewegung der Objektive, so dafl die 
Translationsbewegung eine nicht verschwindende 
Komponente in Ausbreitungsrichtung der Wellen- 
Iront besitzt, wobei sich die Objektive und die 
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Probe zusammen entlang der optischen Achse be- 
wegen. Interferenzveranderungsmittel verschiede- 
ner Bauart konnen in ein und demselben Aufbau 
vorhanden sein. 

Vorteilhafterweise verandern die Interferenzver- 
anderungsmittel die Interferenzmuster schnell Oder 
auch langsam. Insbesondere verandert die Kom- 
pensationsvorrichtung den Gangunterschied zwi- 
schen den Wetlenzugen, die durch das eine Objek- 
tiv hindurchgehen oder hindurchgegangen sind und 
den WellenzGgen, die durch das andere Objektiv 
hindurchgehen oder hindurchgegangen sind, 
schnell oder auch langsam. Die Translation der 
Objektive kann ebenfalls entweder schnell oder 
auch langsam erfolgen. 

Gemafi einer weiteren besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird die Veranderung der Interfe- 
renzmuster periodisch durchgefuhrt, verandert die 
Kompensationsvorrichtung den Gangunterschied 
zwischen den WellenzUgen, die durch das eine 
Objektiv hindurchgehen oder hindurchgegangen 
sind, und den WellenzUgen, die durch das andere 
Objekt hindurchgehen oder hindurchgegangen 
sind, periodisch, oder die Objektive fuhren eine 
periodische Bewegung durch. 

Vorzugsweise ist mindestens ein Interferenz- 
veranderungsmittel mit der Steuer- und/oder Re- 
gelelektronik der Rasterung und/oder mit der Bild- 
aufnahmeelektronik in ihrer Funktion ruckgekoppelt 
und/oder abgestimmt. 

Gemafl einer weiteren besonders bevorzugten 
AusfOhrungsform wird das Signal mit Hilfe einer 
Sample-Elektronik (Lock-In, Boxcar-Integrator o. a.) 
weiterverarbeitet und der Sample-Takt wird mit Hil- 
fe eines interferometrischen Aufbaus mit minde- 
stens einem Lichtdetektor gewonnen, oder der 
Sample-Takt ist vom optischen Aufbau unabhangig, 
oder der Sample-Takt wird von Signalen bezogen, 
welche die Interferenzveranderungsmittel steuern 
oder regeln. Zu diesen Steuer- oder Regelsignalen 
gehoren insbesondere die Steuer- oder Regelsi- 
gnale mechanischer Stellglieder, die an optisch 
wirksamen Teilen angebracht sind, und die von 
Kompensationsvorrichtungen. 

Als Lichtdetektoren sind Photomultiplier gut ge- 
eignet, aber auch TV-Kameras und auch andere 
Empfanger, die Lichtsignale in elektrische SignaJe 
umwandeln. 

Weitere besonders bevorzugte Ausfuhrungsfor- 
men werden in den weiteren Unteransprtlchen be- 
schrieben. 

Die Erfindung wird nun anhand der beigefUgten 
Zeichnungen na'her erlSutert. 
Es zeigen: 

Figur 1 die schematische Darstellung des Strah- 
lenganges eines Rastermikroskops, 
Figur 2 die schematische Darstellung des Strah- 
lenganges einer weiteren Ausfuhrungsform eines 



Rastermikroskops, 

Figur 3 die schematische Darstellung des Strah- 
lenganges einer anderen Ausfuhrungsform eines 
Rastermikroskops und 
5 Figur 4 die schematische Darstellung des Strah- 
lenganges einer weiteren Ausfuhrungsform eines 
Rastermikroskops. 

Wie in Figur 1 dargestellt, beleuchtet die Licht- 
quelle 1 (Laser oder Kurzbogenlampe) die Loch- 

io blende 2. Vor dieser Lochblende 2 ist die Linse 14 
und hinter dieser Lochblende 2 die Linse 3 vor- 
zugsweise im Abstand ihrer Brennweiten zur Loch- 
blende angeordnet. Die Wellenfront, die den Strahl- 
teilerwUrfel 10 passiert, wird von dem Strahlenteiler 

75 4 in mindestens zwei zueinander koharente Teil- 
wellenfronten gespalten und abgelenkt. Unter den 
Begriff Wellenfront soil auch ein ganzer Wellenzug 
fallen d. h. auch mehrere Wel'snfrcoten. Die cin- 
zelne Wellenfront steht hier, wie im folgenden als 

20 ein erklarendes Beispiel fUr alle Wellenfronten ei- 
nes Wellenzuges. Der gemafl Figur 1 nach unten 
abgespaltete Teil der Wellenfront trifft auf den 
Spiegel 6 und wird von diesem Spiegel 6 auf das 
Objektiv 8 gelenkt. Der gemSfi Figur 1 nach oben 

25 aufgespaltete Teil der Wellenfront wird auf den 
vorzugsweise symmetrisch zu dem Spiegel 6 an- 
geordneten Spiegel 5 gelenkt. Dieser Spiegel 5 
lenkt nunmehr seinerseits den auf ihn auftreffenden 
Teil der Wellenfront auf das Objektiv 7. Die beiden 

30 Objektive 7 und 8 des Mikroskops sind gegenein- 
ander gerichtet angeordnet, vorzugsweise zueinan- 
der und zur gemeinsamen optischen Achse zen- 
triert. Die beiden Objektive 7 und 8 fokussieren die 
auf sie auftreffenden Teilwellenfronten in die Ob- 

35 jektebene 9. In der Objektebene 9 befindet sich 
das zu untersuchende Objekt, so da£ der gemein- 
same Ortspunkt, auf den die Teifwetlenfronten fo- 
kussiert werden - im allgemeinen der gemeinsame 
Brennpunkt - der abzubildende Ortspunkt ist. Das 

ao von dort emittierte oder reflektierte Licht wird von 
den Objektiven 7 und 8 erfaiJt und Qber die Spiegel 
5 und 6 und den Strahlenteiler 4 dem Strahlteiler- 
wUrfel 10 zugefOhrt. Dieser StrahHeilerwUrfel 10 
lenkt nun seinerseits das Licht oder einen Teil 

45 davon Ober die vorzugsweise symmetrisch zu der 
Linse 3 angeordneten Linse 11 in die Lochblende 
12. Der Lichtdetektor 13 (Detektor) mifit die Intensi- 
ty des durch die Lochblende 12 zu ihm gelangen- 
den Lichts. 

so Im Strahlengang zwischen dem Strahlteiler 4 
und dem Spiegel 5 ist die Kompensationsvorrich- 
tung 15 angeordnet, die zur VerSnderung des opti- 
schen Gangunterschieds zwischen den oberen und 
unteren Teilwellenfronten der Beleuchtung oder 

55 Detektion dient 

Die raumliche Koharenz der Beleuchtung ist 
zumindest durch die Lochblende 2 gewahrleistet. 
Daruberhinaus sind die Beleuchtungsteilwellenfront 
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von oben und die Beleuchtungsteilwellenfront von 
unten interferenzfShig, weil sie aus der gemeinsa- 
men Lichtquelle 1 hervorgehen. Im Fokalbereich 
interferteren sie zu einer Punktabbildungsfunktion 
(PSF) H(x,y,z), die raumlich viel starker begrenzt 
ist, als die PSF h(x,y,z) in einem herkommlichen 
(konfokalen) Mikroskop. Ist der Gangunterschied 
zwischen den beiden Beleuchtungswellenfronten 
gleich null, so ist das Volumen des Hauptmaxi- 
mums'von H(x,y,z) rund 4 mal kleiner als das 
Volumen des Hauptmaximums von h(x,y,z). Dies 
bedeutet, da/J die weltenoptische Grenze der Auflo- 
sung deutlich heruntergesetzt wird. Das erste Inten- 
sitStsminimum von H{x,y,z) entlang der optischen 
Achse liegt etwa eine halbe Wellenlange, typisch 
250 nm, vom absoluten Intensitatsmaximum im Fo- 
kuspunkt entfernt. Bei h(x,y,z) hingegen liegt das 
erste iniensiiatsminimum mehr ais 1000 nm vom 
absoluten Intensitatsmaximum entfernt. Analog zur 
Beleuchtungswellenfront besteht die Detektionswel- 
lenfront aus einer Teilwellenfront oben und einer 
Teilwellenfront unten. Die Teilwellenf ronton werden 
in den Punktdetektor fokussiert, wo sie interferieren 
und (aus SymmetriegrUnden) analog zur Beleuch- 
tung eine Abbildung gema/i der Punktabbildungs- 
funktion H(x,y,z) bewirken. 

In dem erfindungsgemaften doppelkonfokalen 
Mikroskop ist die quadratische PSF H 2 (x,y,z) fur 
die Auflosung verantwortlich. Die Quadrierung 
schwacht die Nebenmaxima, die durch die Interfe- 
renz der oberen und unteren Wellenfronten entste- 
hen. Die in Richtung der optischen Achse verbes- 
serte Auf 16* sung, verbessert auch die effektive late- 
rale AuflSsung, da die Trennung der Z-Koordinaten 
die Auflosung lateraler Charakteristika ermoglicht, 
die sonst von den lateralen Charakteristika der 
Ebenen daruber oder darunter uberlagert werden. 
Da beim Rastermikroskop die Abbildung punktwei- 
se erfolgt, ist eine Verbesserung der Auflosung in 
Richtung der optischen Achse mit einer Verbesse- 
rung in lateraler Richtung gleichwertig. Das erfin- 
dungsgema'/Je doppelkonfokale Mikroskop besitzt 
die hdchste Auflosung, die ein Fernfeld-Lichtmikro- 
skop haben kann. 

Wird das Rastermikroskop, dessen Strahlen- 
gang in Figur 1 dargestellt ist, in der Fluoreszens- 
mikroskopie verwendet. ist der StrahlenteilerwOrfel 
10 ein Farbstrahlteiler, der das kUrzerwellige anre- 
gende Licht passieren laBt und das langerwellige 
zur Seite in den Lichtdetektor 1 3 ablenkt. 

Ferner kann zwischen dem StrahlteilerwUrfel 10 
und dem Strahlenteiler 4 eine Strahlablenkeinrich- 
tung angeordnet werden. Der Strahlenteiler 4, der 
in der Darstellung als Spiegel ausgestaltet ist, kann 
durch andere Strahlenteiler (Wurfel usw.) ersetzt 
werden. Eine Auflosungsverbesserung gegenuber 
dem herkommlichen konfokalen Mikroskop wird 
auch dann erzielt, wenn nur die Interferenz zwi- 



schen der oberen und unteren Detektionstei (wellen- 
front, oder wenn nur die Interferenz zwischen der 
oberen und unteren Beleuchtungswellenfront er- 
folgt. 

5 Im Falle der Fluoreszenzmikroskopie kann in 

den von dem Strahlenteiler 4 nach oben oder unten 
abgelenkten Wellenfronten einer der Beleuchtungs- 
oder Detektionsstrahlengange mit Hilfe von Farbfil- 
tern ausgeschaltet werden. Dies geht auf Kosten 

to der Auflosung; dtese ist aber trotzdem grofler als 
beim konventionellen konfokalen Mikroskop. 

Die Kompensationsvorrichtung 1 5, die bei- 
spielsweise eine optische VerzSgerungsplatte ist, 
ist zur optimalen Abstimmung der Interferenz ein- 

T5 gebaut, insbesonders so, dai3 konstruktive Interfe- 
renz entsteht. Sie kann entweder wie dargestellt in 
dem oberen Teil der Wellenfront oder auch im 
unieren Teir der Weiienfront eingebaut werden. Sie 
dient insbesondere dazu, solche Abstimmung der 

20 Interferenz zu ermoglichen, deren Verzogerung 
zeitlich schnell veranderbar ist. Diese konnen mit 
der Bildaufnahmeelektronik und/oder der Elektronik 
zur Steuerung und Regelung der Rasterung rUck- 
gekoppelt werden. 

25 Falls Objektrasterung durchgefuhrt wird, befin- 

det sich das Objekt auf einem - hier nicht einge- 
zeichneten - Scan-Tisch, der die Translation des 
Objekts in moglichst X, Y und Z-Richtung erlaubt. 
Falls Strahlrasterung durchgefuhrt wird, bewegt 

30 sich vorzugsweise ein geeigneter Scan-Tisch ent- 
lang der optischen Achse (Z- Achse). 

In Figur 2 ist die schematische Darstellung 
einer weiteren AusfUhrungsform eines Rastermikro- 
skops dargestellt, die besonders f(ir die Fluores- 

35 zenzmikroskopie geeignet ist, wobei die Teile, die 
gleich zu den in Figur 1 dargestellten Teile sind, 
mit gleichen Bezugszeichen versehen sind. 

Das Licht aus der Lichtquelle 1 gelangt durch 
den Strahlteiter 10 auf den (geometrischen) Strahl- 

40 teiler 4, der die Wellenfront in zwei interferenzfahi- 
ge Anteile spaltet. Ein Teil davon wird Uber Um- 
lenkelemente in das obere Objektiv 7 des Mikro- 
skops gelenkt (obere Beleuchtungswellenfront), der 
andere Ober Umlenkeiemente in das untere Objek- 

45 tiv 8 des Mikroskops (untere Beleuchtungswellen- 
front). Beide Beleuchtungswellenfronten interferie- 
ren in der gemeinsamen Objektebene 9. Das von 
dort ausgehende Licht wird in entsprechendem An- 
teil von den Objektiven 7 und 8 gesammelt. Das 

so von dem Objektiv 7 kollektierte Licht (obere Detek- 
tionswellenfront) und ebenso das von dem Objektiv 
8 kollektierte Licht (untere Detektionswellenfront) 
gelangen Uber Umlenkeiemente auf den Strahlteiler 
4, der die beiden Detektionswellenfronten zusam- 

55 menfugt. Die Detektionswellenfronten gelangen 
uber den Strahlenteiler 10 zu der Lochblende 12. 
Die durch die Lochblende 12 gelangte Lichtintensi- 
tat wird von einem Lichtdetektor 13 gemessen und 
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dient als Signal, das heiflt als Charakteristikum des 
abzubildenden Objektpunktes. 

Aufgrund des erfindungsgemSflen Aufbaues 
findet in mindestens einer der zur Objektebene 9 
konjugierten Ebene oder in der Objektebene 9 
selbst Interferenz der oberen oder unteren 
Detektions- oder Beleuchtungswellenfronten statt. 

Um die Interferenz zu gewahrleisten, um die 
Interferenz kontrolliert durchfuhren zu konnen, bzw. 
um konstruktive Interferenz zu gewahrleisten, ist im 
Strahlengang zwischen dem StrahKeiler 4 und dem 
Objektiv 7 die Kompensationsvorrichtung 27 und 
28 zur Veranderung des Gangunterschieds zwi- 
schen den oberen und unteren Wellenfronten vor- 
gesehen. Es ist auch moglich, da/) diese Kompen- 
sationsvorrichtung im Strahlengang zwischen dem 
Strahlteiler 4 und dem Objektiv 8 angeordnet ist. 
Die Kompen satio n kann _wahlweise„auch durch die 
Bewegung bestimmter Bauteile, insbesondere der 
im folgenden beschriebenen Umlenkelemente 
durchgefUhrt werden. Die Kompensationsvorrich- 
tung bzw. die optischen Wegstrecken sind so di- 
mensioniert, dafi auf jeden Fall ein hoher Koha*- 
renzgrad zwischen oberen und unteren Wellenfron- 
ten vorhanden ist, so dafl die Interferenz auf jeden 
Fall stattfinden kann. 

Wie aus Figur 2 erkenntlich, wird der Strahl bei 
dieser Ausfuhrungsform wahlweise in seinem 
Durchmesser mit Hilfe der Bausteine 60 und 60', 
die zwischen dem StrahlteilerwUrfel 10 und dem 
Strahlteiler 4 angeordnet sind, in seinem Durch- 
messer vergroflert oder verkleinert Des weiteren 
passiert er die Strahlablenkeinheit 50. Wie oben 
bereits beschrieben, wird die auf den Strahlteiler 4 
auffallende Wellenfront in eine obere und eine un- 
tere Beleuchtungswellenfront geteilt. Der Strahltei- 
lerwurfel 10 ist im Falle der Fluoreszenzmikrosko- 
pie gemaB Rgur 2 ein Farbteilerwurfel, der das zu 
detektierende Licht in den Lichtdetektor lenkt und 
das beleuchtende dem Strahlteiler zuleitet. Zwi- 
schen dem Strahlteiler 4 und dem Objektiv 7 
und/oder dem Strahlteiler 4 und dem Mikroskopob- 
jektiv 8 ist mindestens ein Farbteiler angebracht. 
Gemafl Rgur 2 sind es die beiden Farbteiier 20 
und 21, die die Detektionswellenfront von der Be- 
leuchtungswellenfront trennen. Diese passieren ge- 
trennt je eine Kompensationsvorrichtung 27 bzw. 
28, so da/} die Beleuchtungs- und die Detektions- 
wellenfront getrennt in ihrer Phase und/oder Ampli- 
tude verandert werden konnnen. 

FOr den Fall, da/3 das detektierte Licht eine 
langere Wellenlange besitzt und die Farbteiler 20 
und 21 das ISngerwellige Licht reflektieren und das 
kurzerwellige beleuchtende Licht durchlassen, dient 
die Kompensationsvorrichtung 27 der Kompensa- 
tion der Beleuchtungswellenfront und die Kompen- 
sationsvorrichtung 28 der Detektionswellenfront 
Unter Kompensation versteht man die Veranderung 



des Gangunterschieds zwischen den Teilwellen- 
f ronton und/oder Veranderung der Phase einer 
Wellenfront. 

Analog zu den eben beschriebenen Farbteiler 
5 20 und 21 sind im unteren Strahlengang die Farb- 
teiler 22 und 23 angeordnet. Diese Farbteiler 22 
und 23 werden analog zum oberen Strahlengang 
aufgebaut. Sie sind vorzugsweise aus dem Strah- 
lengang herausnehmbar und/oder durch Farbteiler 
• w mit anderen physikalischen Eigenschaften ersetz- 
bar. Weitere Farbteiler oder Farbteilerpaare konnen 
zwischen dem Strahlteiler 4 und dem Objektiv 7 
analog zu den Farbteilem 20 und 21 installiert 
werden, wie auch zwischen dem Strahlteiler 4 und 

75 dem Objektiv 8, z. B. bei Mehrfachfluoreszenz, um 
auch Wellenfronten mit einer weiteren Wellenlange 
gezielt im Gangunterschied der Teilwellenf ronton 
verandern zu konnen. 

Uber das Umlenkelement 5' gelangt die obere 

20 Beleuchtungswellenfront auf die Kompensationsvor- 
richtung 27, die die optische Weglange oder die 
Phase der Wellenfront verandert. Ober das Um- 
lenkelement 5 gelangt die obere Beleuchtungswel- 
lenfront in das Objektiv 7, welches das Licht in die 

25 Objektebene 9 fokussiert. Uber das Umlenkelement 
6' und das Umlenkelement 6 gelangt die untere 
Beleuchtungswellenfront in das Objektiv 8, welches 
das Licht ebenso in den gemeinsamen Brennpunkt 
fokussiert. Im Brennpunkt konnen die beiden Be- 

30 leuchtungswellenfronten miteinander interferieren. 

Das Objekt befindet sich vorzugsweise auf ei- 
ner Tischvorrichtung, welche eine Bewegung des 
Objekts in Z-Richtung, vorzugsweise in alien drei 
Raumrichtungen erlaubt. 

35 Das vom Objektpunkt ausgehende Licht ge- 

langt in die Objektive 7 und 8. welche die obere 
bzw. untere Detektionswellenfront ausbilden. Unter 
dem Begriff "Wellenfront" sollen andere Wellen- 
fronten des gleichen Wellenzuges im allgemeinen 

40 miteinbegriffen sein. Im Falle des Fluoreszenzbe- 
triebs gelangt die obere Detektionswellenfront Uber 
den Farbteiler 21 , die Kompensationsvorrichtung 28 
und den Farbteiler 20 auf den Strahlteiler 4, ebenso 
wie die untere Detektionswellenfront Ober die Farb- 

45 teller 23 und 22 auf den Strahlteiler 4 gelangt. In 
einem Nicht-Ftuoreszenzbetrieb passieren die De- 
tektionswellenf ronton die Farbteiler und werden 
uber die Umlenkelemente 5 und 5* bzw. 6 und 6' 
auf den Strahlteiler 4 ge lenkt. Der Strahlteiler 4 fugt 

so die beiden Detektionswellenfronten zu einer zusam- 
men. Ober den Strahlteiler 10 gelangt die Detek- 
tionswellenfront zur Linse 1 1 . Die Detektionswellen- 
front wird in eine in der Lochblende 12 zusammen- 
laufende Kugelwellenfront verwandelt. Die beiden 

55 Detektionswellenfronten interferieren in der Ebene 
der Lochblende 12 miteinander und bilden den 
Objektpunkt der Objektebene 9 in die Ebene der 
Lochblende 12 mit vergrdflerter Apertur im Sinne 
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des doppelkonfokalen Mikroskops ab. 

Die Anordnung ist im Sinne der Erfindung, 
wenn am Objekt und/oder am Lichtdetektor Interfe- 
renz der Beleuchtungs- Oder Detektionsteilwellen- 
fronten stattfindet Deshalb ist es moglich, eine 
Detektionswellenfront bzw. eine Beleuchtungswel- 
lenfront wegzulassen. 

Dazu wird entweder die obere Oder die untere 
Beleuchtungswellenfront unterbrochen. Dies ge- 
schieht mit Hilfe eines opaken Hindernisses 45 
bzw. 46 in der oberen bzw. unteren Beleuchtungs- 
wellenfront. Mit Hilfe eines opaken Hindernisses 47 
bzw. 48 in der oberen bzw. unteren Detektionswel- 
lenfront wird die obere bzw. untere Detektionswel- 
lenfront gestoppt. Hierdurch ist eine einseitige De- 
tektion und eine Beleuchtung mit interferierenden 
Beleuchtungswellenf ronton mo glich. 

Bei der in Figur 2 beschriebenen Ausfuhtungs- 
form ist die Strahlablenkeinheit so konzipiert, daB 
der Strahl eine Winkelbewegung bezUglich der op- 
tischen Achse durchfUhrt, wobei vorzugsweise die 
Mitten der Eintrittspupillen 7* bzw. 8' der Objektive 
7 bzw.- 8 Drehpunkte sind. Aufeinander abgestimm- 
te Ablenkeinheiten k6nnen auch zwischen dem 
Strahlteiler 4 und dem Objektiv 7 bzw. zwischen 
dem Strahlteiler 4 und dem Objektiv 8 eingefugt 
werden. 

Die Veranderung des relativen Gangunter- 
schieds der oberen und unteren Wellenfronten 
kann auch durch die schnelle Veranderung der 
Abmessungen der oberen und unteren Strahlen- 
gange erfotgen, z. B. Ober eine simuftane Bewe- 
gung von Umlenkeinheiten 5 und 5' Oder der Farb- 
teilerpaare 20 und 21 in Richtung der optischen 
Achse. Diese Bewegung kann z. B. mit Hilfe piezo- 
elektrischer oder elektromechanischer Stellelemen- 
te erfolgen. 

Die Frequenz der Veranderung des Gangunter- 
schiedes durch die Kompensationsvorrichtung kann 
mit Hilfe einer interferometrischen Anordnung er- 
fa/it werden. Das Signal kann als Taktgeber fUr die 
Sample-Elektronik (Lock-in, Boxcar- Integrator) be- 
nutzt werden. 

In Figur 3 ist die schematische Darstellung des 
Strahlenganges einer weiteren Ausfuhrungsform ei- 
nes Rastermikroskops dargestellt, wobei die Teile, 
die den in den Figuren 1 und 2 dargestellten Teilen 
entsprechen, mit gleichen Bezugszeichen versehen 
sind. Im folgenden sollen gemafl Rgur 3 nur die 
Teile des Strahlengangs naher erlautert werden, 
die sich von den bisher beschriebenen Strahlen- 
gangen unterscheiden. 

Zwischen dem Strahlteiler 10 und dem Strahl- 
teiler 4 ist eine Strahlablenkeinheit angeordnet. Die 
aus der Lichtquelle 1 uber die Lochblende 2 und 
die Linse 3 durch den Strahlteiler 10 kommende 
Wellenfront gelangt an den Spiegel 51, der um 
eine Achse (z. B. senkrecht zur Reflexionsebene) 



schnelle Kippbewegungen durchfOhrt. Meistens ist 
der Spiegel an der Achse eines Drehspu (galvano- 
meters angebracht, das mit Hilfe einer Sinusspan- 
nung betrieben wird. Auf diese Weise fOhrt der 

s Strahl nach dem Spiegel 51 eine Kippbewegung in 
der Reflexionsebene (= Papierebene) durch. Die 
Linsen 52 und 53 sind so angeordnet, da/5 der 
Spiegel 51 in den Spiegel 54 abgebildet wird. Der 
Spiegel 54 fuhrt eine Kippbewegung durch. die 

w senkrecht zu der des Spiegels 51 angeordnet ist. 
Die Linsen 55 und 56 bilden den Spiegel 54 und 
darn it auch den Spiegel 51 in die Eintrittspupillen 
T und 8' der Objektive 7 und 8 ab. Der Strahl fOhrt 
in den Eintrittspupillen T und 8' eine Drehbewe- 

75 gung in zwei zueinander senkrechte Richtungen 
durch. Die Drehpunkte befinden sich in den Ein- 
trittspupillen T und 8'. Die Eintrittspupillen T und 
6\ der Spiegel 54 und 51 befiiiuen sich in optisch 
zueinander konjugierten Ebenen. 

20 Die Bewegungen der Spiegel 51 und 54 wer- 
den von den beiden Objektiven 7 und 8 des Mikro- 
skops in der Objektebene 9 in zwei zueinander 
senkrechte lineare Bewegungen umgewandelt Auf 
diese Weise kann das Objekt fISchenma'flig abge- 

25 raster! werden. Wenn man einen der beiden Spie- 
gel auf einer zweiachsigen Mechanik anbringt, z. B. 
wenn man einen Galvanometerspiegel auf den an- 
deren draufsetzt, so kann man auf einen Spiegel 
und zwei Linsen verzichten. Dies ist gut fur die 

30 Ausbeute des detektierten Lichts. Man kann auch 
dann auf einen Spiegel verzichten, wenn eine Ab- 
lenkrichtung durch eine gleichwertige Tischbewe- 
gung in der Objektebene 9 ersetzt wird. 

Um Interferenz zu gewShrleisten, um die Inter- 
as ferenz kontrolliert durchfuhren zu konnen bzw. um 
konstruktive Interferenz zu gewahrleisten. ist im 
Strahlengang zwischen dem Strahlenteiler 4 und 
dem Objektiv 8 mindestens eine Kompensations- 
vorrichtung 27 bzw. 28 zur Veranderung des Gang- 

40 unterschieds zwischen den oberen und unteren 
Wellenfronten vorgesehen. Die Kompensation kann 
wahlweise auch durch die Bewegung bestimmter 
Bauteile, insbesondere der Umlenkelemente 25 
und 26 durchgefUhrt werden. Die Kompensations- 

45 vorrichtung bzw. die optischen Wegstrecken sind . 
so dimensioniert. da/) ein hoher Koharenzgrad zwi- 
schen den oberen und unteren Wellenfronten vor- 
handen ist, so daB Interferenz stattfinden kann. In 
Figur 3 ist im Strahlengang zwischen dem Strahl- 

50 teiler 4 und dem Objektiv 7 die weitere Kompensa- 
tionsvorrichtung 29 angeordnet. 

Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem 
konfokalen und dem hier beschriebenen doppel- 
konfokalen Mikroskop besteht darin, daB beim dop- 

55 pelkonfokalen Mikroskop entweder die Beleuch- 
tungswellenfront aus Teilen besteht und von entge- 
gengesetzten Richtungen der optischen Achse ein- 
fallen und miteinander interferieren, oder da/5 die 
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Detektionsweilenfront aus Teilen besteht, die zu- 
nSchst in entgegengesetzte Richtungen der opti- 
schen Achse vom Objekt weggehen und beim 
Lichtdetektor miteinander interferieren, Oder dafl 
beides zugleich zutrifft. 

In Figur 4 ist der Strahlengang einer weiteren 
Ausfuhrungsform eines Rastermikroskops schema- 
tisch dargestellt. Diese Anordnung unterscheidet 
sich von den bisher beschriebenen AusfUhrungsfor- 
men eines Rastermikroskops dadurch, dafl die Auf- 
spaltung der Wellenfront in eine obere und eine 
unter.e Beleuchtungswellenfront vor der Lochblende 
erfolgt. Aus diesem Grunde sind zwei Lochblenden 
102 und 202 vorhanden, welche jeweils fUr die 
obere und die untere Wellenfront zustandig sind. 
Auch die Detektionswellenfronten werden erst nach 
dem Passieren der Lochblenden 102 und 202 zu- 
samrnengefuhtt. Die BeleuchtungsweNenfronten in- 
terferieren wie bisher im Objekt, die Detektionswel- 
lenfronten im Detektor 13. 

Ein weiterer Unterschied zu den bisher be- 
schriebenen Anordnungen besteht darin, dafl die 
beiden Lochblenden 102 und 202 Translationsbe- 
wegungen durchfUhren konnen und so gegeneinan- 
der versetzt werden konnen. 

Die Ubrigen Bauelemente erfullen die gleiche 
Funktion wie bei den anderen Anordnungen. 

Die Verschiebung der Lochblende 102 wird 
vorzugsweise zusammen mit der Linse 101 
und/oder dem Spiegel 5 durchgefOhrt; die Ver- 
schiebung der Lochblende 202 wird analog zusam- 
men mit der Linse 201 und/oder dem Spiegel 6 
durchgefOhrt. Das Verschieben der Lochblenden 
102 und 202 bewirkt eine gezielte VerSnderung 
des Interferenzmusters und dam it eine etwas ande- 
re Art der Abbildung. 

Alle Strahlteiler konnen wie bei den anderen 
Anordnungen auch ein geometrischer (z. B. eckiger 
Spiegel) oder physikalischer Wellenfrontteiler (z. B. 
StrahlteilerwUrfel) sein, oder aus mehreren, eventu- 
ell auch selbstandig optisch wirksamen Teilen be- 
stehen. Im Falle von Fluoreszenzmikroskopie kann 
der Strahlteiler 110 und/oder 210 ein Farbteiler 
sein. 

Der Strahlteiler 4 dient der Aufteilung der vom 
Laser kommenden Wellenfront in eine obere und 
eine untere Beleuchtungswellenfront. Das Prisma 4' 
dient der Umlenkung der unteren Beleuchtungswel- 
lenfront hin zu dem Umlenkelement 6'. Von dort 
gelangt diese Uber das Umlenkelement 6 und den 
StrahlteilerwUrfel 210 zur Linse 201. Die obere Be- 
leuchtungswellenfront gelangt Ober die Kompensa- 
tionsvorrichtung 27, Ober die Umlenkelemente 5 f 
und 5 und anschlieflend Uber den StrahlteilerwUrfel 
110 zur Linse 101. Die obere Detektionsweilenfront 
gelangt Ober die Lochblende 102 und die Linse 
101 zum Strahlteiler 110, von wo sie Uber die 
Umlenkelemente 105 (z. B. Spiegel oder Prisma) 



zur Kompensationsvorrichtung 28, und von dort 
zum Strahlteiler 304 gelangt, wo sie mit der unter- 
en Detektionsweilenfront vereinigt wird. Die untere 
Detektionsweilenfront gelangt Uber den Strahlteiler 

5 210 und das Umlenkelement 206 zum Strahlentei- 
ler 304. Die vereinigte Wellenfront gelangt Uber die 
Linse 11 zur Lochblende 12. 

In dieser Anordnung kann, wie in alien anderen 
Anordnungen auch, der Strahlteiler 4 sowohl ein 

10 physikalischer als auch ein geometrischer Strahltei- 
ler sein, oder auch aus mehreren optisch wirksa- 
men Teilen zusammengesetzt sein. Dies gilt auch 
fUr den Strahlteiler 304, der auch durch eine Kom- 
bination, wie sie aus 4 und 4* gebildet wird, ersetz- 

/s bar ist. 

PatentansprUche 

1. Rastermikroskop mit mindestens einer Licht- 
20 quelle (1), mindestens einem Lichtdetektor (13) 

und mindestens zwei Objektiven (7, 8), wobei 
sich auf verschiedenen Seiten der Objektebene 
(9) mindestens ein Objektiv (7, 8) befindet, das 
zu mindestens einem Objektiv, das sich auf 
25 der anderen Seite der Objektebene befindet, 

gerichtet ist, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafl mindestens ein Interferenzveranderungs- 

mittel derart angeordnet ist, dafl Licht, das 

30 durch mindestens eines der Objekttve (7) hin- 

durchgegangen ist, koharent oder teilkoharent 
Uberlagert wird mit Licht, das durch minde- 
stens ein Objektiv (8) hindurchgegangen ist, 
welches sich auf der anderen Seite der Objekt- 

35 ebene (9) befindet, so dafl die Ubertagerten 

Lichtwellen am Objekt und/oder an mindestens 
einem Lichtdetektor (13) zumindest zeitweise 
miteinander interferieren und dafl eine gezielte 
Beeinflussung der Interferenz mdglich ist. 

40 

2. Rastermikroskop nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl an mindestens einem abzubildenden Ob- 
jektpunkt und/oder an mindestens einem Licht- 
45 detektor zumindest zeitweise konstruktive In- 

terferenz auftritt 

3. Rastermikroskop nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

so dafl zwei Objektive (7, 8), die auf verschiede- 
nen Seiten der Objektebene (9) angeordnet 
sind, gegenetnander gerichtet und zur opti- 
schen Achse und zueinander zentriert sind. 

55 4. Rastermikroskop nach Anspruch 1 , 2 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl sich in mindestens einer Ebene. die zur 
Objektebene optisch konjugiert ist, mindestens 
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eine Blende (12, 2) befindet. 

5. Rastermikroskop nach mindestens einem der 
vorherigen AnsprUche, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi das Interferenzveranderungsmittel eine 
Kompensationsvorrichtung (15, 27. 28, 29) ist, 
die an mindestens einem abzubildenden Ob- 
jektpunkt und/oder an mindestens einem Licht- 
detektor eine Oberlagerung koharenter Oder 
teilkohSrenter WellenzUge ermoglicht, die je- 
weils durch verschiedene Objektive (7, 8) ganz 
oder teilweise getreten sind. 

6. Rastermikroskop nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet. 

dafi die Kompensationsvorrichtung (15, 27, 28, 
29) an mindestens einem abzubildenden Gl> 
jektpunkt und/oder an mindestens einem Licht- 
detektor (13) zumindest zeitweise konstruktive 
Interferenz der WellenzUge hervorruft. 

7. Rastermikroskop nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/J mindestens eine Kompensationsvorrich- 
tung (15, 27, 28, 29) ais gangunterschiedveran- 
derndes Element eine zumindest teilweise 
transparente Platte besitzt, die unterschiedliche 
optische Dicken aufweist und so bewegt wird, 
dafl in einer zeitlichen Abfolge unterschiedliche 
optisch dicke Teile der Platte in den Strahlen- 
gang gebracht werden. 

8. Rastermikroskop nach Anspruch 5 oder folgen- 
de, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl mindestens eine Kompensationsvorrich- 
tung eine mechanische Translationsvorrichtung 
ist, die an mindestens einem optisch wirksa- 
men Teil angebracht ist und den optischen 
Weg verlangert oder verkUrzt. 

9. Rastermikroskop nach mindestens einem der 
vorherigen Ansprtiche, 

dadurch gekennzeichnet, 
daiJ mindestens ein Interferenzveranderungs- 
mittel eine Translationsbewegung der Objekti- 
ve bewirkt, so da£ die Translationsbewegung 
eine nicht verschwindende Komponente in 
Ausbreitungsrichtung der sie passierenden 
Wellenfront besitzt, wobei sich die Objektive 
und die Probe zusammen bewegen. 

10. Rastermikroskop nach mindestens einem der 
vorherigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

da/J die Interferenzveranderungsmittel die In- 

terferenzen schnell oder auch langsam veran- 



dern. 

11. Rastermikroskop nach mindestens einem der 
vorherigen Anspruche, 

5 dadurch gekennzeichnet, 

daJ3 die Veranderung der Interferenzen perio- 
disch durchgefuhrt wird, 6aB die Kompensa- 
tionsvorrichtung den Gangunterschied zwi- 
schen den Wellenzugen, die durch das eine 

70 Objektiv hindurchgehen oder hindurchgegan- 
gen sind, und den WellenzUgen, die durch das 
andere Objektiv hindurchgehen oder hindurch- 
gegangen sind, periodisch verSndert, oder dafl 
die Objektive eine periodische Bewegung 

f5 durchfUhren. 

12. Rastermikroskop nach mindestens einem der 
vorhefigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 
20 daB mindestens ein Interferenzveranderungs- 

mittel mit der Steuer- und/oder Regelelektronik 
der Rasterung und/oder mit der Signalverarbei- 
tungselektronik ihrer Funktion rOckgekoppelt 
und/oder abgestimmt ist. 

25 

13. Rastermikroskop nach mindestens einem der 
vorherigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafl das Signal mit Hilfe einer Sample-Elektro- 

30 nik (Lock-in, Boxcar-Integrator o.a.) weiter ver- 

arbeitet wird und da£ der Sample-Takt mit 
Hilfe eines interferometrischen Aufbaus mit 
mindestens einem Lichtdetektor gewonnen 
wird, oder daiJ der Sample-Takt vom optischen 

35 Aufbau unabhangig ist, oder daiJ der Sample- 

Takt von Signalen bezogen wird, welche die 
Interferenzveranderungsmittel steuern oder re- 
geln. 

40 14. Rastermikroskop nach mindestens einem der 

vorherigen AnsprQche, 

dadurch gekennzeichnet, 

da/3 die Signalauswertung zumindest teilweise 

mit einer elektronischen Datenverarbeitungs- 
45 maschine (Computer) erfolgt 

15. Rastermikroskop nach mindestens einem der 
vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
so dafl mindestens eine Vorrichtung zur Verande- 
rung der Amplitude in den Beleuchtungs- 
und/oder den Detektionsstrahlenga'ngen vorge- 
sehen ist. 

55 16. Rastermikroskop nach mindestens einem der 
vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daiJ mindestens eine Vorrichtung vorhanden 
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ist, welche Wellenfrontaberrationen, die insbe- 
sondere durch Deckg laser oder Probe entste- 
hen, zumindest teilwetse kompensieren. 

17. Rastermikroskop nach mindestens einem der 5 
vorherigen Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 
da/J die zur Objektebene optisch konjugierten 
Blenden entfernbar und/oder austauschbar 
und/oder in ihrer Offnung variabel und/oder w 
beweglich, d. h. Translation und/oder Rotation 
.sind. 

18. Rastermikroskop nach mindestens einem der 
vorherigen Anspruche, 15 
dadurch gekennzeichnet 

da3 zusatzlich optische Elemente mit minde- 
stens einern Licntdetektor angeordnei sind, 
insbesondere urn zusatzlich zum doppelkonfo- 
kalen Bild, ein Bild mit konventioneller oder 20 
herkommlich konfokaler Auflosung zu erhalten. 
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